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Diplomova prace je zamérena na velmi zajimavé téma a to na multidoménovou molekulu z klistéte /. ricinus
- scavenger receptor a jeho soucast trypsinovou peptidazu (proteazu) pojmenovanou IrSRP-1. Téma préce
je zvoleno velmi dobfe, a prestoZe se jedna o velmi komplexni problematiku, ma vynikajici potencial pro
dal3i navazujici vyzkum. Cile prace jsou dobfe a logicky nastaveny a z velké ¢asti se je podafilo spinit, co?
neni pravidlem u vSech diplomovych praci. Na praci je evidentni, Ze je podloZena znaénym pracovnim
nasazenim, a Ze si autorka osvojila fadu laboratornich metod. Je téZ patrno, Ze autorka méla kvalitni vedeni
a zazemi. Nemam sebemensi pochyby o tom, Ze touto praci autorka splnila kritéria kladenou na
diplomovou préci. Pfesto mam nékolik pfipominek a dotaz(, které zde rozvadim v komentafi k vlastnimu
textu.

Literarni pfehled: Je podle mého nazoru vyborné napsany. Je vécny a problematiku, i kdyZ nejsem pfimo
expertem na scavenger receptory, si myslim vysvétluje dostatecné prehledné. Zaroven nezabihé do
nepodstatnych obecné zndmych detaild, jak je ¢asto diplomovych praci bézné. Literarni pfehled je opravdu
zdafilou ¢asti prace. V prehledu vidim jediny vét$i nedostatek; chybi mi detailnéj$i rozbor problematiky
protedz. MoZnd vysvétleni a nékolik citaci praci pojednévajici o pfibuznych proteazach by bylo vhodné. Toto
se pak objevuje az v diskuzi.

Material a metody: Pies nespornou kvalitu kapitoly bych moZna ocenil pfehledné schéma molekuly, a
pfisludnych primerl. Nicméné je to spide detail a osobni nazor. Nasel jsem nékolik nejasnosti, které uvadim
v dotazech nize. Doporucuje se také pouzivat termin RT-qPCR, jak jsem se recentné sam poucil

z oponentskych posudkd.

Vysledky: Kapitola je koncipovdna pfehledné a objasfiuje celkem jasné ziskand data. Mé vytky, ¢i spise
dotazy jsou uvedeny nize.

Diskuze: Na muj vkus je dosti rigidni a na po¢atku pfipomina literarni Uvod. Diskuze téZ nemusi kopirovat
pofadi vysledkd. Presto je viak pojata dostatecné, kdyZ je obecné tézké hluboce hypotetizovat nad nééim,
co je studovano doposud velmi maélo.




Otazky:

1. Je opravdu opravdu kvantifikovatelny postup na SDS-PAGE vzhledem k mnoZstvi proteinu?, cituji:
»Standardné se pouZivalo fedéni odpovidajici zhruba 1/5 stieva a 2/3 vajeénikd, tracheji nebo
malpighickych trubic z 1 samice na jednu jamku.”

Jak byly testovany navrzené primery na kvatitativni PCR. Bylo testovano vice pard?

Pro¢ nebyla pfipadna proteolyticka aktivita rekombinantu po refoldingu testovana fluorometricky pomoci
béZznych peptidovych subtrati pro trypsinové protedzy? Je mléény kasein opravdu univerzalni substrat pro
viechny protedzy z rodiny S1 s aktivitou trypsinového typu?

Je fixalni roztok obsahujici formaldehyd a glutaraldehyd vhodny pro membranové proteiny?

5. Jakym zpGsobem byl vybran Gsek pro konstrukci dsRNA?

6. Jak je moZné interpretovat skute¢nost, Ze pouze sani na krvi stimuluje transkripci IrSRP-1, zatimco sérum
ne? MoZnd i pfitomnost kvasinek ma podle vysledkd jisty vliv. Dalo by se jednodusse experimentalné
testovat, co je stimulans? Napfiklad pfidavani hemoglobinu nebo membréanovych frakci do potravy pro
séni? Navic obrézek 6D, ukazuje zajimavou zkuteénost, Ze nastup upregulace u krmenych klidtat sérem je
rychlejsi, ale zéhy se utlumuje, nebo spise fluktuuje na stejné zvy3ené hladiné. Pokud tam neni korelace
k sani, jak je to komentovédno ve vysledcich. Co by to mohlo byt? P¥i pfedpokladu, ze vybrany housekeeping
gen je relevantni pro normalizaci.

7. Proc byly pro western blot pouZity polonasaté samice, kdyZ expresni profil naznaguje vyrazny nardst po
plném naséti. Je proto néjaky metodicky diivod? Ve stejnou dobu séni byly samice byly pouZity i pro RNAi
analyzy, divod je jaky?.

8. Presto, Ze se to béZné stavd, mohla by autorka lépe vysvétlit konkrétni rozpor mezi western blotem a
imunolokalizaci?

Zavér:

Védeckou praci Barbora Singerova a jeji vyslednou sepsanou diplomovou praci hodnotim velmi kladné.
Navrhuji proto jednoznac¢né praci k pfijeti. Obhajoby se bohuZzel nemohu osobné zucastnit, ale na zakladé
predloZené prace navrhuji hodnoceni 1. Prace je na vysoké Grovni a jisté bude zakladem kvalitni védecké
publikace.

dne 9.1. 2014 Jan Dvorak
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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Barbory Singerové s ndzvem Scavenger receptor —
trypsinova peptiddza IrSRP-1 z kliStéte I ricinus

Magisterska prace Barbory Singerové je vénovana strukturni a funk&ni analyze multidoménového proteinu z klistéte
Ixodes ricinus. Prace ma 40 stran bez seznamu referenci a po formalni strance obsahuje viechny nalezitosti, jaké ma
magisterska prace obsahovat.

Rozsah jednotlivych ¢asti je adekvatni. Projdu postupné celou préci, na tuéné zvyraznéné véty bych rad slysel odpoved’.

V tvodu autorka pfedstavuje proteinovou skupinu scavenger receptorti z hlediska jejich rozdé&leni, struktury i funkce.
Dle mého nazoru by si zaslouzil vic prostoru detailn&j3i popis funkce, tj. toho, jakym zpiisobem scavenger receptory
funguji na molekularni Grovni. Ur¢ité by se to pozdé&ji hodilo pro diskuzi mozné funkce jednotlivych domén
zkoumaného proteinu. Napfiklad by mé zajimalo, jakou funkci maji scavenger receptory, napi. CD163, v
rozpustné formé. Na strané 4, druhém fadku, piSe autorka o CD36 receptoru z krevni¢ky. Zde by mélo byt uvedeno
CD36-like receptor. Je tfeba dbat na piesnost, jelikoz oznageni CD se uzivéa pouze pro lidské antigeny, ptipadné jejich
homology v jinych savcich.

Cast vénovana metodam je zpracovana velice podrobné, coz ocenuji. V8iml jsem si ale nékterych formulaci, které mi
nepfijdou uplné pfesné. Na strané 13 autorka pise, Ze byla nanesena na kolonu france inkluznich télisek. To neni presné.
Jak by to mélo byt spravné a co jsou inkluzni téliska?

Vysledkiim se chci vénovat nejpodrobngji. Na tivodnim obrazku na strané 20 mé zaujala vysoka teplotni specificita, kdy
do 60 C neprobihd amplifikace viibec, pti 63 stupnich je reakce nespecificka a az pti 65 stupnich se amplifikuje spravny
produkt. Pfijde mi to prekvapivé. Nebo je to obvyklé p¥i tomto typu PCR? Zkoumany protein ma mnoho funkénich
domén. Pfes netispéch pii 5 RACE PCR bych se rad zeptal, kde autorka predpoklada lokalizaci proteinu.
Pfedpokladal bych membranovou lokalizaci, ale z obr. 9 je spi§ vidét lokalizace intracelularni.

Rad bych vidél alignment nebo postup, jak byla vytvofena hybridni molekula, jak byly uréeny predpokladané domény,
neni mi totiz jasné, z ¢eho lze pfitomnost jednotlivych domén odhadnout. Je jejich slozeni a pocet u homologti
konzervativni?

Uplng piesné jsem nepochopil interpretaci qPCR dat. Jedna se o relativni gPCR, mél by byt tedy uveden vedle
referen¢niho genu i kalibrator. Jaky vzorek tedy predstavuje v analyze 100%?

Na obr. 7 je SDS PAGE z chromatografie. Nesedi mi odhadovana velikost proteinu (32kDa) s velikosti na gelu (cca
50kDa). Cim si autorka vysvétluje rozdil?

K RNA interferenci. Je rozdil v hmotnosti signifikantni? BohuZel je uvedena pouze priimérna hodnota bez rozptylu a
bez statistického vyhodnoceni, takZe nelze posoudit o jak vyrany rozdil se jedna.

Zaujala m¢ existence proteinii z enzymatickou doménou. Je znam néjaky p¥iklad podobného multidoménového
proteinu s proteizovou doménou, u kterého by byla popsina detailné funkce jednotlivych domén? Napf.
zmifiovany hepsin? Autorka vzdy popisuje kde se protein vyskytuje a jakych procesii se t¢astni, ale nikde nezminuje.
Jak takovy protein pracuje. Proto se ptam, zda se to alespoii u néjakych podobnych proteinii vi.

Autorka pie, Ze dle WB analyzy bylo nejvic protienu ve stfevech atd. Byla provedena densitometrie WB? Nelibi se mi
formulace v dal3i vété ...hladina mRNA nebyla nulova, ale velmi nizka... Takovych formulaci by se autorka méla
vystfihat, vzdy je mozné a vhodné uvést konkrétni hodnotu. Navic, podle obr. 6A byla exprese mRNA obdobna jako u
malpighickych trubic, kde byl IrSRP pomoci WB detekovan.

Celkove je prace napsana dobfe a srozumitelng. Dle mého ndzoru, mohla byt prace Barbory Singerové o trochu delsi,
zvlasté uvedeni do problematiky scavenger receptord a popis jejich funkci. Tvorba hybridniho proteinu mohla byt také
popsana podrobnéji. Analyza RNAI by si také zaslouzila podrobn&jsi rozebrani a nékteré tidaje by mély byt zhodnoceny
statisticky (hmotnost samic a sntisky).

Préci doporucuji k obhajobé&. Vzhledem k nékolika vy3e uvedenym vytkam navrhuji hodnoceni 1-2 a pteji autorce pii
obhajobé mnoho zdaru.

V Drazd’anech, 12.1.2014

RNDr. Jindfich Chmelaf, Ph.D.




